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egalement la realisation et 1* utilisation dudit micro-systeme remplie de billes. 
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MICRO- SYSTEME A REMPIi I S SAGE DE MICRO- BILLES 
ET PROCEDE D 9 OBTENTION 

DESCRIPTION 

5 

Domaine technique 

La presente invention concerne un micro- 
systeme destine a recevoir des billes de diametre 
def ini . 

10 L ' invention concerne egalement un procede 

de fabrication ainsi qu'un procede de remplissage d'un 
tel micro- systime pour obtenir un micro-reacteur. 

L ' invention est enfin relative a un procede 
pour r^aliser une reaction biochimique ou biologique 
15 qui met en ceuvre ledit micro-systeme rempli de billes. 

Le domaine de 1 ' invention peut etre def ini 
comme celui des syst^mes miniaturises ou micro-systemes 
qui sont utilises essentiellement pour 1' analyse 
chimique et la synthase . 
20 L' integration de billes dans des micro- 

systemes est largement utilisee dans le cadre de 
1' analyse ou des reactions biochimiques : 1 ' utilisation 
de ces billes pre-f onctionnalisees, dont le diametre va 
de la dizaine de nanometres jusqu'a la centaine de 
25 micrometres, permet de disposer de fonctions chimiques 
sans passer par des etapes de f onctionnalisation des 
differentes composantes d'un micro-systeme. 

Ces billes sont egalement utilisees dans 
les systemes de separation de type chromatographique 
30 pour lesquels elles sont empilees dans des capillaires 
. de diff brents diamdtres. 

Plusieurs autres applications mettent en 
jeu 1' utilisation de billes dans des micro-systemes 



FEUILLE DE REMPLACEMENT (REGLE 26) 



WO 2004/046020 



2 



PCT/FR2003/050117 



(dispositifs alors connus sous le terme de micro- 
reacteurs) , notamment pour la pre -concentration de 
proteines, pour des reactions mettant en jeu des 
reconnaissances ant i gene -anti corps... . Leurs applications 
5 peuvent etre Egalement etendues au domaine de la 
chimie . 

Etat de la technique 

Des exemples de mi cro-syst ernes utilisant 

10 ces billes sont plus precis^ment d^crits dans les 
documents suivants. 

Dans le document [1] cite a la fin de la 
presente description, les auteurs presentent un micro- 
systeme d6di£ a une separation du type 

15 chroma tographi que : deux barrieres dElimitent une 
cavite et permettent de capturer des billes presentant 
£. leur surface une phase hydrophobe du type 
octad^cylsilane . L' introduction des billes dans la 
cavite est realisee par Electro -osmose . 

20 Une difference de dimension entre la 

profondeur de la cavite et la hauteur des barridres 
induit un blocage des billes dont le diametr'e est 
superieur a cette valeur. Dans ce dispositif, une fois 
les billes introduites dans la cavite, on peut 

25 th£oriquement les en retirer en utilisant un flux 
inverse a celui utilise pendant 1 ' introduction, soit 
par Electro-osmose, soit par une pompe classique. 
Toutefois, apres utilisation, il s'avdre que 
1' extraction des billes de la cavite est compliquee. 

30 Par ailleurs, bien que le remplissage soit homogene, 
les differentes images de la cavite en cours de 
remplissage laissent apparaitre des zones presentant 
des h£terogeneites . 
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Dans le document [2] cit& a la fin de la 



presente description, les auteurs utilisent un 
dispositif quasi identique pour realiser une reaction 
enzymatique, suivi d'une analyse des produits issus de 
5 cette reaction. Cette fois, des billes d'un diametre 
compris entre 40 et 60 micrometres sont introduites 
dans une cavite a 1'aide d'une pompe classique. Ici, 
compte tenu des differents diametres des billes, leur 
empilement au sein de la cavite implique des 
10 heterogeneites . 



presente description, les auteurs prtsentent un autre 
systeme permettant le blocage de micro- spheres . Une 
chambre de reaction est constitute de barreaux realises 
15 lors de la fabrication du dispositif et dont 
l'espacement est inferieur au diamdtre des billes a 
bloquer. Une fois de plus, 1 ' introduction des billes se 
fait une fois le systdme feme. La solution apportee 



20 dans les dispositif s precedents, de garantir un 
remplissage exempt de toutes heterogeneites. Ici, la 



permet de mieux les en extraire a 1 ' aide d'un flux de 
liquide contraire a celui employe pour le remplissage. 

2 5 Cependant, on peut craindre avec ce systdme que des 

amas globaux de billes viennent boucher les canaux et 
empecher soit le remplissage, soit la. vidange de la 
chambre. De plus, rien n'est prevu pour assurer un 
espacement constant entre les billes tout le long du 

3 0 micro- systeme . 

Les auteurs du document [4] , cite a la fin 
de la presente description, presentent une methode pour 
assembler, de f.a<?on locale, differents types de micro- 



Dans le document [3] cite a la fin de la 




ible de barrieres ne permet pas. tout comme 



disposition de la chambre emprisonnant les billes 
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billes. Le principe repose sur la generation d'une 
matrice de disques separes les uns des autres par une 
surface hydrophobe. La surface de chacun de ces disques 
est ensuite chimiquement modifiee par depot type 
5 « micro-contact printing » qui utilise une matrice 
prealablement imbibee des produits £ deposer. La puce 
munie de ces disques presentant des groupements 
reactionnels est ensuite trempee dans une solution 
contenant des micro-spheres en solution. Ces micro- 

10 spheres vont s' adsorber a la surface des disques avec 
une affinity propre a la nature des groupements 
reactionnels presents a la surface des micro- spheres et 
a la surface des disques. Mais ici, du fait meme du 
mode de realisation du dispositif, on ne peut obtenir 

15 qu'une seule couche de billes sur' le micro- systeme . 

Les travaux precedemment cites met tent en 
evidence les interets de ces micro-billes , tant sur le 
point de la facility d' utilisation que sur le vaste 
choix des f one t ions biochimiques qu'elles peuvent 

20 apporter. Cependant, ces dispositif s presentent encore 
des inconvenientS; notamment 1' operation de remplissage 
des micro- systemes a l'aide de billes fonctionnalisees 
qui demeure une operation delicate. Concernant ce point 
en particulier, il est important de noter que 

25 1' integration des micro-billes dans les dispositif s 
precedemment cites ne se fait qu'apres fermeture des 
reservoirs avec un capot . Ceci implique notamment la 
realisation d'un systeme bloquant les billes a un 
endro.it precis, mais egalement une gestion, d'une part, 

30 du fluide porteur des billes et d'autre part, du 
dispositif de pompage associe. Ces etapes pourraient 
etre grandement simplifiees s'il etait possible 
d' introduire les billes . dans les reservoirs avant 
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fermeture de ces derniers. Dans ce cas, le remplissage 
des reservoirs par les micro-billes serait beaucoup 
plus aise puisque 1 ' accessibility serait grandement 
augmentee. Parall element £ ce mode de remplissage, il 
5 f audrait def inir une geometrie de reservoir telle qu' il 
puisse servir de micro-tamis et assurer un empilement 
regulier et une localisation precise des micro-billes. 
Une fois les micro-billes enchassees dans le reservoir, 
la fermeture avec un capot permettrait d' assurer son 

10 £tancheit6. Par ailleurs, si 1'on veut inserer des 
billes de fonctions differentes, il serait interessant 
de pouvoir placer ces billes a des endroits determines 
et ainsi controler les endroits oil doivent avoir lieu 
les reactions chimiques. 

15 II ressort de ce qui precede qu'il existe 

un besoin pour un micro- systdme dont le remplissage 
avec des micro-billes serait aise et permettrait 
egalement d'obtenir une localisation precise et 
reproductible desdites billes au sein du micro - systdme . 

20 

Expose de 1 # invention 

Le but de la pr6sente invention est de 
fournir un micro-systeme qui r£ponde, entre autres, a 
ces besoins. 

25 Ce but et d' autres encore sont atteints, 

conformement k 1' invention par un micro-systeme destine 
a recevoir des billes et a obtenir une localisation 
precise desdites billes a des endroits determines dans 
le micro-systeme, caract6ris6 en ce qu' il comporte un 

3 0 reservoir presentant une cavite, ladite cavite munie 
d' elements bloquants permettant d'ordonner et d'empiler 
les billes dans les interstices entre les elements 
bloquants, les interstices constituant lesdits endroits 
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determines, un capot fermant hermetiquement la cavite 
et des moyens d' entree et des moyens de sortie 
permettant la circulation d'un fluide dans la cavite. 

Avantageusement, les elements bloquants 
5 dudit micro- systeme peuvent etre const itues par des 
colonnes solidaires du fond de la cavit£ ou du capot. 
Le materiau des billes peut etre choisi, selon 
1' application, parmi les raateriaux minSraux, les metaux 
ou les composes organiques selon la fonction qu'elles 

10 doivent porter. 

Si ledit micro-systeme est destine a 
recevoir des billes ayant toutes le merae diametre, les 
elements bloquants peuvent etre regulierement disposes 
selon un reseau bidimensionnel . Dans ce cas, le choix 

15 du reseau pour la disposition des Elements bloquants 
dans la cavite se fait en fonction du rapport volume de 
billes sur surface disponible que l'on veut obtenir 
dans le micro -systeme, ainsi que du diamdtre des billes 
a y inserer. Les billes placees dans un meme interstice 

20 ont le meme diametre . 

Selon un premier mode de realisation, le 
reseau bidimensionnel peut etre une maille hexagonale . 

Selon un deuxieme mode de realisation, le 
reseau bidimensionnel peut etre une maille carree. 

25 Si ledit micro-systdme est destine a 

recevoir des billes de diametres diff brents, les 
elements bloquants seront repartis de fagon a obtenir 
une localisation des billes en fonction de leurs 
diametres . 

30 Selon un mode particulier de realisation de 

1 ' invention, les elements bloquants seront repartis de 
maniere a constituer des puits destines a recevoir des 
billes d'un premier diametre determine et des espaces 
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entre les puits destines a recevoir des billes d'un 
second diametre determine. 

Quels que soient les modes de realisation, 
les elements bloquants du micro-systeme selon 
5 1' invention auront une section transversale de forme 
quelconque. Cependant, de maniere avantageuse, leurs 
sections auront une forme choisie parmi les disques / 
les ellipses et les polygones . 

Selon un mode particulier de realisation, 
10 les elements bloquants auront une section transversale 
de la forme d'un hexagone. 

Avantageusement, les elements bloquants 
auront une hauteur permettant l'empilement d'au moins 
deux billes. 

15 Un autre objet de 1' invention consiste en 

un micro-reacteur . 

Selon un premier mode de realisation, ledit 

micro-reacteur peut comprendre un micro- syst^me rempli 

de billes d'un meme diametre et f one tionnali sees de 
2 0 maniere identique, enchassees entre les elements 

bloquants . 

Selon un autre mode de realisation, ledit 
micro-reacteur comprendra un micro-systeme rempli de 
billes de mSme diametre mais f onctionnalisees 

25 dif feremment, lesdites billes etant enchassees entre 
les elements bloquants, le rapport entre les quantit6s 
de billes portant des fonctions differentes etant 
choisi en fonction de 1'effet desire. 

Selon un autre mode de realisation, ledit 

30 micro-reacteur comprendra un micro-systeme rempli de 
billes de diametres differents, chaque diametre 
correspondant a une f onctionnalisation differente, 
lesdites billes etant enchassees entre les elements 
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bloquants ; dans ce dernier mode, les billes d'un meme 
diametre constituent des zones f onctionnalisees 
localisees. Par « billes f onctionnalisees », il faut 
entendre « billes portant une fonction ou plusieurs 
5 fonctions diff ^rentes ». 

Le but de 1' invention est egalement de 
fournir un procede de fabrication d'un micro-systeme 
selon 1' invention, ledit procede comportant les etapes 
suivantes : 

10 - formation, par micro-usinage d'un 

substrat, du reservoir presentant la cavite munie des 
elements bloquants, 

- fourniture d'un capot destine a fermer 
hermetiquement la cavity du reservoir, 
15 - formation des moyens d' entree et des 

moyens de sortie de fluide par micro-usinage du 
reservoir et/ou du capot. 

Selon un mode de realisation, ledit micro- 
usinage sera realise par procede de gravure seche ou 
20 humide d'un materiau. 

Selon un autre mode de realisation, ledit 
micro-usinage sera realist par procede de moulage d'une 
empreinte . 

Selon un autre mode de realisation, ledit 
25 micro-usinage sera realise par procede de 
photolithographie . 

Un autre objet de 1' invention concerne des 
precedes d'obtention de divers micro-reacteurs . 
Tout d'abord, un procede d'obtention d'un micro- 
3 0 reacteur comprenant un micro-systeme rempli de billes 
d'un meme diamdtre et de meme fonction, ledit procede 
comportant une etape de remplissage par sedimentation 
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de billes fonctionnalisees en suspension dans un 
liquide . 

En d'autres termes, le procede comprend les etapes 
suivantes : 

5 - placement du reservoir du micro- systeme 

au fond d'un recipient, 

- introduction dans le recipient d'une 
solution contenant les billes fonctionnalisees en 
suspension et remplissage des interstices de la cavite 

10 par sedimentation des billes, 

- fermeture du reservoir par le capot. 

L' invention concerne egalement un procede 
d'obtention d'un micro-reacteur multi-f onctionnel par 
remplissage d'un micro-systeme avec des billes 
15 fonctionnalisees d'un m§me diametre mais de fonctions 
differentes, ledit procede comprenant : 

- pour les billes fonctionnalisees selon une 
premiere fonction, les etapes suivantes : 

a) placement d'un cache sur le reservoir du 
20 micro-systeme laissant accessible la partie dans 

laquelle on veut placer les billes d'une premiere 
fonction, 

b) remplissage par sedimentation, 

c) retrait du cache, 

25 - pour les billes fonctionnalisees selon une 

autre fonction, la repetition, autant de fois qu'il y a 
de fonctions restantes, des etapes a) a c) avec des 
billes de ladite autre fonction, 

- fermeture du reservoir par le capot. 

30 Enfin, le procede d'obtention d'un micro- 

reacteur multi-f onctionnel par remplissage du micro- 
systeme avec des billes dont la fonction est reliee au 
diametre desdites billes, ledit procede comprenant au 
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moins deux etapes de remplissage, l'ordre des etapes de 
remplissage correspondant a l'ordre decroissant du 
diamdtre des billes. 

En d'autres termes, ledit procede comprend : 
5 - pour les billes de plus gros diamdtre, les 

etapes suivantes : 

a) placement du reservoir du micro- systdme 
au fond d'un recipient, 

b) introduction dans le recipient d'une 
10 solution contenant les billes et remplissage des 

interstices de la cavite par sedimentation des billes, 

- pour les billes de plus petit diametre, la 
repetition, autant de fois que necessaire et par ordre 
decroissant de diametre, des Stapes a) et b) , 
15 - fermeture du reservoir par le capot. 

Un micro-systlme k remplissage de billes 
fonctionnalisees congu conformement a 1' invention 
presente un certain nombre d'avantages. 

Le dispositif permet de developper une 
2 0 surface de reaction tres importante avec en plus une 
geometrie en trois dimensions. 

De plus, le micro-systdme selon 1' invention 
et son mode de remplissage, puisqu'il permet d'empiler 
et de localiser precisement les billes a l'interieur du 
25 micro- syst^me, permet egalement d'obtenir une multi- 
fonctionnalisation en volume par dep6ts de micro-billes 
ayant des fonctions differentes. En effet, comme on 1'a 
vu precedemment , on peut integrer des micro-billes de 
.natures differentes sur un meme dispositif. 
30 Par ailleurs, en garantissant un espace 

inter-billes contrdle dans tout le micro- systeme, il 
n'y a plus de risque d'agregat des billes conduisant a 
un bouchage du micro- systeme . 
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Ce dispositif permet egalement une etape de 
remplissage aise. 

De meme, 1' expulsion des micro-billes est 
facilitee* En effet, si le scellement du reacteur n'est 
5 pas definitif, le capot ! peut etre enleve. Dans ce cas, 
le passage du micro-reacteur dans une solution de 
ringage couple a une agitation par ultrasons permet 
d'expulser les micro-billes de leur logement . II suffit 
ensuite de recommencer 1' operation de remplissage pour 

10 pouvoir disposer a nouveau d'un dispositif. Ce procede 
permet alors, soit de xeactiver la fonction apportee 
par les billes qui peut^se degrader dans le temps, soit 
de changer la fonction r^alisee par le micro-reacteur 
tout en gardant sa geometrie. 

15 Par ailleurs, 1' invention concerne 

Egalement un procede pour r^aliser line reaction 
chimique, electrochimique, biochimique ou biologique 
dans lequel on fait circuler un courant de fluide dans 
un micro-reacteur selon 1' invention, afin qu'au moins 

20 un constituant dudit courant de fluide reagisse avec 
les billes pref onctionnalis^es susceptibles de produire 
une reaction chimique, electrochimique, biologique ou 
biochimique, et on recueille a la (les) sortie (s) du 
micro-reacteur un courant de fluide comprenant le(les) 

25 produit(s) de ladite reaction. 

Selon un mode pr^fere de 1' invention, 
ladite reaction est une reaction de type enzyme 
substrat . et lesdites billes pref onctionnalis€es 
susceptibles de produire une reaction biologique ou 

3 0 biochimique sont des enzymes, ledit constituant du 

i 

courant de fluide est un substrat de 1' enzyme, et les 
produits de la reaction sont les produits issus de la 
reaction dudit enzyme avec ledit substrat. 
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Selon un autre mode de 1' invention, ladite 
reaction est une reaction de digestion enzymatique par 
une protease, lesdites billes pref onctionnalisees 
susceptibles de produire une reaction biologique ou 
5 biochimique sont des proteases et lesdits constituants 
du courant de fluide sont des peptides ou des proteines 
et les produits de la reaction sont des segments 
peptidiques . 

Avantageusement, ladite enzyme est la 

10 trypsine. 

Ces modes de 1' invention illustrent des 
applications dans le domaine biologique, mais bien 
d'autres applications peuvent etre concernees dans les 
domaines de la chimie (par exemple de la chimie fine) , 
15 de l'61ectrochimie et de la biochimie, en particulier 
dans tous les cas ou les reactions necessitent 
1' utilisation de reactifs rares et/ou onereux pour 
n' avoir £ mettre en jeu que de petites quantites de 
reactifs . 

20 

Breve description des dessins 

L 1 invention sera mieux comprise et d'autres 
avantages et particularity apparaxtront a la lecture 
de la description qui va suivre, donnee k titre 
25 d f exemple non limitatif, accompagnee des dessins 
annexes parmi lesquels : 

- la figure 1 est une vue de dessus en 
perspective du micro- systeme, 

- la figure 2 est une vue de dessus 
30 partielle du micro-systeme de la figure 1 rempli avec 

des billes et illustrant un des arrangements possibles 
des elements bloquants et desdites billes, 
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- la figure 3 est une coupe de la figure 2 
selon l'axe III/III, 

- les figures 4, 5 et 6 sont des vues de 
dessus partielles du micro- systeme rempli de billes 

5 illustrant divers arrangements possibles des elements 
bloquants et desdites billes, 

- les figures 7A a 7F illustrent la 
fabrication par precede de gravure seche d'un micro- 
systeme selon 1' invention. 

10 

Description detaillee de modes de realisation de 
1 ' invention 

En se reportant a la figure 1, on peut voir 
le micro-systeme 1 selon 1' invention destine & recevoir 
15 des billes et qui comporte : 

- un reservoir 3 pr^sentant une cavite 4, 
ladite cavite 4 etant munie d' elements bloquants 5 
permettant d'ordonner et d'empiler les billes dans les 
interstices entre les elements bloquants 5, 

2 0 - un capot 7 fixe hermetiquement au 

reservoir 3, 

- et un moyen d' entree 8 et un moyen de 
sortie 9 permettant la circulation d'un fluide dans la 
cavite . 

25 Selon la maniere dont les elements bloquants vont §tre 
distribues dans le r6servoir, on n'aura pas la m§me 
densite de billes. C'est 1 ' arrangement spatial et la 
hauteur des elements bloquants qui vont definir 
respectivement la surface d 1 accessibility et le volume 

3 0 a occuper par les billes. 

Dans un mode de realisation particulier ou 
l'on veut inserer des billes d'un meme diametre, les 
Elements bloquants sont regulierement disposes selon un 
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reseau bidimensionnel particulier. Ainsi, a partir d'un 
arrangement de colonnes hexagonales disposees selon une 
maille hexagonale, on obtient un empilement des micro- 
billes 2 dans les interstices 6 entre les colonnes 5 
5 tel que celui repr6sente dans la figure 2. On voit sur 
cette figure que les billes 2 sont localisees dans les 
parties des interstices 6 delimitees par les aretes de 
trois colonnes adjacentes. 

La vue en coupe de la figure 2 selon l'axe 
10 III/III (figure 3) permet de bien visualiser 
1' empilement des micro-billes 2 entre les colonnes 5. 

Sur la figure 4, les colonnes 15 sont aussi 
disposees selon une maille hexagonale mais 1'ecartement 
entre celles ci a ete volontairement choisi plus 
15 petit : seules des billes 12 de plus petits diametres 
que les billes des figures 2 ou 3 peuvent §tre inserees 
dans les interstices 16. 

A partir du meme raisonnement , plusieurs 
types de matrigage peuvent etre envisages des lors que 
20 1'on peut modifier 1 ' arrangement spatial des colonnes. 
Ainsi, en disposant les colonnes 25, de section 
hexagonale, selon un reseau carr£, on obtient 
1 ' arrangement decrit sur la figure 5 : des billes 22 
d'un diametre determine sont inserees dans les parties 
25 des interstices 26 delimitees par les faces de quatre 
colonnes ad j acentes . 

On peut egalement inserer des billes de 
diametres differents a l'interieur du micro- systeme . 
Dans la figure 6, les elements bloquants 35 sont 
3 0 repartis de maniere a constituer des puits destines & 
recevoir les billes de gros diametre 32a et les billes 
de petit diametre 3 2b vont se loger dans les espaces 36 
entre les puits. On voit qu' ici ce ne sont pas les 
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elements bloquants en eux meme mais bien un ensemble 
d' elements bloquants (les puits) qui sont repartis 
selon un reseau bidimensionnel particulier, qui est ici 
hexagonal. Ces puits peuvent aussi etre constitues par 
5 des colonnes creuses dont 1'enveloppe remplace les 
elements bloquants 35. 

Dans la realisation du raicro-reacteur, on 
peut distinguer deux etapes : 

- la premiere etape consiste a realiser le 
10 micro-systeme en lui-meme, c'est a dire disposer 
1' ensemble des elements servant a bloquer les billes a 
1'int^rieur du reservoir, 

~ la deux i erne etape se rapporte a 
1' implantation desdites billes entre lesdits elements 
15 bloquants. 

La premiere etape, c'est & dire 1' etape de 
micro-usinage du micro-systeme, peut etre obtenue de 
plusieurs fagons distinctes : soit par gravure seche ou 
humide d'un materiau, soit par moulage d'une empreinte, 

20 soit par photolithographie . 

Comme exemple non limitatif et illustratif 
d'une methode de micro-usinage, on choisit d'expliciter 
la fabrication d'un micro-reacteur en silicium par 
gravure seche, en reference aux figures 7A a 7F 

25 jointes. Mais d'autres mat£riaux sont utilisables : par 
exemple, le verre, la silice, les resines, les 

i 

polymeres, voire meme les metaux. Le materiau sera 
choisi selon 1 ' application. 

Tout d'abord, on depose sur un substrat 41 
en silicium de quatre pouces (soit 10,16 cm), de type 
<100> et d'epaisseur 525 urn, une couche de resine 
photosensible positive 40 par « spin-coating » (depot a 
la tournette) et en utilisant comme promoteur 



30 
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d' adherence le produit HMDS que 1 ' on fait chauffer a 
150 °C pendant 60 secondes (voir la figure 7A) . On etale 
la resine a une vitesse de 4 000 tr/min pendant 30 
secondes et pour une acceleration de 1500 tr/min/s. 
5 Puis on fait secher le substrat recouvert 

de resine pendant 60 secondes a 115 °C. 

On procede ensuite a une lithographie a 
1'aide d'un faisceau insolateur UV 42 qui passe au 
travers d'un masque 43 pourvu de n motifs definissant 
10 la g6om£trie du reservoir du micro- systeme (voir la 
figure 7B) . 

Selon la figure 7C, on procede ensuite a un 
developpement sur track (SHIPLEY® MF 319) pendant 60 
secondes, puis on recuit le substrat muni de sa resine 

15 a 115°C pendant 2 minutes. Apres, le motif est soumis a 
une d^soxydation des fonds de motif a l'aide d'un 
appareil RIE Nextral NE110 dans une atmosphere de 
CHF 3 /0 2 a un rapport de debit de 50/10 cm 3 
normaux/minutes (50/10 seem) . sous une pression de 

20 13,332 Pa (100 mT) , avec une puissance de 30 W, pendant 
1 minute. 

Ensuite, selon la figure 7D, on grave les 
zones non protegees par la resine a l'aide d'un 
appareil de gravure profonde du type DRIE ICP. On 

25 obtient ainsi les elements bloquants 45. Pour les 
cycles de gravure, on utilise du SF 6 et les parametres 
suivants : 129 cm 3 normaux/minutes (129 seem), 5,133 Pa 
(38,5 mT) et 600 W. Pour les cycles de passivation, on 
utilise du C 4 F 8 et les parametres suivants : 85 cm 3 

30 normaux/minutes (85 seem), 3,733 Pa (28 mT) et 600 W. 
. On precise que le rapport des temps de gravure par 
rapport aux temps de passivation est a juste pour 
obtenir des f lanes droits. 
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L'etape suivante consiste a decaper le 
masque de resine a l'aide d'acide nitrique HN0 3 fumant 
sous ultrasons pendant 5 minutes . 

Les flancs de la gravure sont alors 
5 nettoyes par oxydation en four a tube sous oxygene 
pendant 50 minutes a 1 000°C et puis par desoxydation 
chimique a l'aide de HF pendant quelques secondes 
(figure 7E) . 

On realise ensuite une oxydation 44 £paisse 
10 des motifs sur une ^paisseur de 3 pm dans un four & 

tube sous vapeur d'eau a 1 000°C pendant 18 heures et 

5 0 minutes (figure 7F) . 

En utilisant une de ces methodes de micro- 

usinage, il faut egalement creuser les moyens d' entree 
15 et les moyens de sortie d'un fluide dans le micro- 

systeme. Ces moyens d' entree et de sortie de fluide 

peuvent £tre faits dans le reservoir et/ou dans le 

capot . 

Apres cette succession d'etapes, nous 
20 obtenons un dispositif semblable a celui montre sur la 
figure 1, ou les moyens d 7 entree et de sortie de fluide 
ont £t£ creuses dans le reservoir. 

Selon une variante non illustree, les 
moyens d' entree et de sortie peuvent etre dans le 
25 capot, ou indif f eremment dans le capot et dans le 
reservoir. 

II faut a present commencer la deuxieme 
£tape ; l'etape d' implantation des billes au sein du 
. 3 0 micro- systeme . 

La voie d'acces la plus aisee pour le 
remplissage avec les micro-billes est par-dessus les 
elements bloquants . Ceci peut §tre aisement realise en 
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placant le micro-systeme a remplir au fond d'un 
recipient. Une certaine quantite de micro-billes d'un 
diametre determine est mise en suspension dans un 
liquide dont la viscosite et la densite sont connues . 
5 L ' homogene i t e de la solution peut etre augmentee si 
l'on utilise des ultrasons afin d' eviter tout agregat 
de micro-billes ou bien si l'on ajoute du surfactant a 
la solution. Cette suspension est ensuite versee dans 
le recipient contenant le dispositif £ remplir. Les 
10 micro-billes en suspension s£dimentent et viennent 
remplir les espaces libres ou interstices entre les 
elements bloquants. 



Le temps minimal au bout duquel le 
15 dispositif peut etre retire de la suspension est relie 
a la loi de Stokes determinant le temps de 
sedimentation d'une sphere dans un milieu liquide selon 
1 ' equation : 

9n 



1 sedimentation ~~ 



2 0 Avec, 



2xgxa 2 x(p i -p 2 )' 



n : coefficient de viscosite du milieu 
liquide (g/cm.s) , 

d : hauteur maximale de liquide (cm) , 
g :constante (cra/s 2 ) , 
25 a : rayon des micro- spheres (cm) , 

pi: masse volumique des micro- spheres 
(g/cm 3 ), 

P2: masse volumique du milieu liquide 
(g/cm 3 ) . 

30 
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Par exemple, le temps de sedimentation 
d'une bille eh polystyrene de 5 micrometres de diametre 
et pour une hauteur de 1 cm est de l'ordre de 4 heures. 

Enfin, il faut emp§cher les billes de 
5 sortir du micro- systeme . Pour cela, on fixe 
hermetiquement le capot 7 sur le reservoir 3 (voir 
figure 1) . 

II y a plusieurs manieres de fixer ce 
capot. Par exemple, le reservoir du micro-reacteur peut 

10 etre capote par une plaque en PDMS 

(polydimethylsiloxane) , comport ant ou non des moyens 
d' entree et/ou de sortie, apres traitement dudit capot 
et du reservoir par un plasma d'oxygdne, tel que d6crit 
dans la litterature. Dans ce cas, le PDMS est connu 

15 pour avoir des proprietes d' adhesion spontanee sur la 
plupart les supports solides. Dans le cas d'un micro- 
reacteur a capot amovible, la plaque de PDMS est 
simplement pressee sur le reservoir, cela suffit a 
obtenir une bonne 6tancheite tout en preservant la 

20 possibility de rSouverture du micro-reacteur 
ult£rieurement aprds utilisation par un simple retrait 
de la plaque de PDMS. Le PDMS est cit£ a titre 
d' exemple mais d'autres materiaux polym^res sont 
possibles . 

25 Le reservoir du micro-reacteur peut §tre 

aussi, par exemple, capote par scellement moleculaire 
d'une plaque de silice ou d'une plaque de verre, 
comportant ou pas des moyens d' entree et/ou de sortie, 
apr£s nettoyage et preparation chimique des deux 

3 0 substrats hydroxyles (substrat Si0 2 sur silicium/capot 
verre ou silice) . La presence de sites silanols (SiOH) 
en surface attire spontanement les molecules d'eau, et 
les deux pieces du micro-composant, a savoir le capot 7 
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et le reservoir 3, collent 1'une a 1' autre par 
1' intermediaire de molecules d'eau. Par chauffage, une 
partie de l'eau contenue entre les deux surfaces est 
eliminee jusqu'a l'obtention d' environ trois couches de 
5 molecules d'eau qui rendent possible 1' adhesion. 

Ou bien le reservoir du micro-reacteur peut 
§tre, par exemple, capote par scellement anodique d'une 
plaque de verre, comportant ou pas des moyens d' entree 
et/ou de sortie. 

10 Ou bien le reservoir du micro-reacteur peut 

etre, par exemple, capote par collage d'une plaque 
polymere choisie par 1 ' utilisateur, comportant ou pas 
des moyens d' entree et/ou de sortie, en utilisant, par 
exemple, un proced6 de depSt de colle par serigraphie. 

15 Ce type de collage est constitue^ de trois 

Stapes principales : la serigraphie, qui consiste a 
appliquer de la colle uniquement sur certaines zones du 
substrat, le collage qui consiste a mettre en contact 
le substrat enduit localement de colle et le capot, et, 

20 enfin, le chauffage qui induit la polymerisation de la 
colle. La polymerisation peut s'effectuer par voie 
photochimique si la colle est polymerisable sous UV. 

Enfin, le reservoir du micro-r^acteur peut 
etre, par exemple, capote par scellement direct 

25 silicium/silicium (SDB : Silicon Direct Bonding, en 
anglais) a une plaque de silicium, comportant ou pas 
des moyens d' entree et/ou de sortie. 

Selon 1' invention, on peut egalement 
realiser un micro-reacteur mult i-f one tionnel en volume 

3 0 en deposant, dans le reservoir du micro-syst^me, des 
micro-billes ayant des fonctions diff^rentes. En effet, 
sur un meme dispositif, on peut integrer des micro- 
billes de natures differentes selon plusieurs methodes. 
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La premiere methode necessite l'emploi de 
billes f onctionnalisees d'un meme diametre mais ayant 
des fonctions differentes et fait intervenir un 
masquage de la zone a ne pas remplir par sedimentation. 
5 La deuxieme fagon d'obtenir des micro- 

billes presentant des fonctions differentes dans un 
m§me micro- systeme peut se faire en disposant les 
elements bloquants dans le reservoir avec des 
ecartements diff brents . La selectivity des zones de la 
10 cavite ayant differentes fonctions est alors li£e au 
diametre des differentes micro- spheres comportant ces 
fonctions. Le remplissage par sedimentation doit alors 
tou jours d6buter par les micro- spheres les plus 
grosses . 

15 Un exemple du resultat obtenu est visible 

dans la figure 6, ou 1'on a utilise deux diametres de 
billes 32a et 32b et des elements bloquants 35 repartis 
de maniere a constituer des puits. 

20 Quelques exemple s d # application : 

Le micro-reacteur selon 1' invention peut 
§tre utilise dans plusieurs applications differentes 
dans le domaine des reactions chimiques, 
£lectrochimiques, biochimiques ou biologiques. 

25 Le micro-reacteur selon 1' invention peut 

ainsi etre utilise dans le domaine de la biochimie, 
notamment, par exemple, dans une reaction de digestion 
enzymatique. Pour cela, on peut utiliser des micro- 
billes, poreuses ou non, f onctionnalisees avec de la 

30 trypsine, puis introduites dans le micro-systeme selon 
1' invention. On va alors faire circuler un courant de 
fluide dans ledit micro-reacteur de sorte qu'^u moins 
un const ituant dudit courant de fluide reagisse avec 
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les billes pref onctionnalisees susceptibles de produire 
une reaction biologique ou biochimique, et on recueille 
a la (les) sortie (s) 9 du micro-reacteur un courant de 
fluide comprenant le(les) produit(s) de ladite 
5 reaction. 

Le micro-r^acteur selon 1' invention peut 
egalement etre utilise en analyse. 

Par exemple, le micro- systdme rempli de 
billes selon 1' invention peut §tre utilise pour les 
10 chromatographies de partage. On utilise pour cela des 
micro-billes, poreuses ou non, supportant des phases 
greff#es polaires (-CN, -NH2) que l'on introduit dans 
le micro- systeme. 

On peut egalement utiliser des micro- 
15 billes, poreuses ou non, supportant des phases greffees 
apolaires que l'on introduit dans le micro- systeme pour 
realiser une chromatographie type echangeuse d'ions. 

Le micro-systdme rempli de billes selon 
1' invention peut egalement etre utilise pour realiser 

2 0 des chromatographies d' exclusion. 

Dans ce but, on utilisera des billes 
poreuses dont les diametres des pores seront adaptes au 
degre d' exclusion desire. 

Le micro-syst£me rempli de billes selon 
25 1' invention peut aussi gtre utilise pour realiser des 
chromatographies d' affinity. On utilisera alors des 
micro-billes, poreuses ou non, supportant un effecteur 
presentant une af finite biologique ( enzyme - substrat , 
ligand-recepteur, antigdne-anticorps) pour un solute 

3 0 d'un echantillon a analyser. 

Pour effectuer une chromatographie 
d'af finite enzyme - substrat , on pourra notamment prendre 
comme effecteurs des substrats ou analogues, des 



FEUILLE DE REM PLACEMENT (REGLE 26) 



WO 2004/046020 



PCT/FR2003/050117 



inhibiteurs r<§versibles , des effecteurs allost^riques 
ou des coenzymes . 

Ou encore, pour effectuer une 

chromatographie d'af finite ligand-recepteur , on 
5 utilisera des haptenes, des antig^nes ou des anticorps . 

Pour effectuer une chromatographie 
d'af finite ant igene - ant icorps , on prendra par exemple 
des hormones, des peptides ou des analogues 
peptidiques . 

10 Le micro-r6acteur selon 1' invention peut 

aussi etre utilise dans des reactions chimiques. 

Le micro -rSacteur permet en effet de creer 
un syst^me g6n£rant un parfait support catalytique en 
permettant 1 9 ordonnanceraent de micro-billes poreuses 

15 impr£gnees de catalyseur. Cet ordonnancement 
geometrique des micro-billes permet, d'une part, 
d'augmenter tr£s sensiblement le rapport surface sur 
volume et, d' autre part, d'obtenir une distribution 
homogene du flux a. l'interieur du reacteur. 

20 De plus, les billes poreuses utilisees 

peuvent dtre un melange de billes portant differents 
types de catalyseurs (par exemple : Pd, Pt, Rh...) . 

La surface interne du micro-reacteur peut 
elle-meme §tre recouverte d'une couche catalytique, 

25 notamment par traitement chimique de surface, par 
sputtering ou par co-evaporation. 

Un nombre important de reactions 
catalytiques en phase liquide peuvent etre transposes 
dans un micro-reacteur, comme par exemple la reaction 

30 de couplage de Suzuki : 
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inhibiteurs r^versibles, des effecteurs allost^riques 
ou des coenzymes . 

Ou encore, pour effectuer une 

chroma tographie d'af finite ligand-recepteur , on 
5 utilisera des haptenes, des antigenes ou des anticorps . 

Pour effectuer une chromatographic 
d'af finite ant ig§ne- anticorps, on prendra par exemple 
des hormones, des peptides ou des analogues 
peptidiques . 

10 Le micro- rlacteur selon 1 ' invention peut 

aussi §tre utilise dans des reactions chimiques. 

Le micro- reacteur permet en effet de creer 
un systlme generant un parfait support catalytique en 
permettant 1 ' ordonnancement de micro-billes poreuses 

15 impr^gnees de catalyseur. Cet ordonnancement 
geometrique des micro-billes permet, d'une part, 
d'augmenter tres sensiblement le rapport surface sur 
volume et, d' autre part, d'obtenir une distribution 
homogene du flux k 1'interieur du reacteur. 

20 De plus, les billes poreuses utilisees 

peuvent etre un melange de billes portant differents 
types de catalyseurs (par exemple : Pd, Pt, Rh...) . 

La surface interne du micro- reacteur peut 
elle-mSme Stre recouverte d'une couche catalytique, 

25 notamment par trait ement chimique de surface, par 
sputtering ou par co- evaporation. 

Un nombre important de reactions 
catalytiques en phase liquide peuvent etre transposes 
dans un micro- reacteur , comme par exemple la reaction 

3 0 de couplage de Suzuki : 
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B{OH) 2 




Pd(0) 




On peut citer egalement le couplage entre 
le 4-bromobenzonitrile et l'acide ph£nylboronique qui 
peut §tre realise sous flux electro-osmotique : 



B(OH) 2 m 
^ — ^ Br ^^^^ Slectroosmc 



75% THF aqueux 

sous flux 
aiectroosmotlque 




10 L'ef f icacite des micro- reacteur concernant 

1' augmentation des rendements reactionnels & 1'echelle 
microscopique a ete demontr^e dans le document [5] . 
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RE VEND I CAT I ONS 



1. Micro- systerae destine a recevoir des 
billes et a obtenir une localisation precise desdites 
5 billes a des endroits determines dans le micro- systdme , 
caracterise en ce qu'il comporte : 

- un reservoir (3) presentant une cavite 
(4), ladite cavite (4) munie d' elements bloquants 

(5.15.25.35) permettant d'ordonner et d'empiler les 
10 billes (2, 12,22, 32a, 32b) dans les interstices 

(6.16.26.36) entre les 616ments bloquants (5,15,25,35), 
les interstices (6,16,26,36) constituant lesdits 
endroits determines, 

- un capot (7) fix£ herm£tiquement au 

15 reservoir (3), 

- et des moyens d' entree (8) et des moyens 
de sortie (9) permettant la circulation d'un fluide 
dans la cavite (4) . 



20 2. Micro-systeme selon la revendication 1 

caracterise en ce que les elements bloquants 
(5,15,25,35) sont const itues par des colonnes 
solidaires du fond de la cavity ou du capot. 



25 3. Micro-systeme selon la revendication 1 

ou 2 caracterise en ce que, les billes (2,12,22) ayant 
toutes le meme diametre, les elements bloquants 
(5,15,25) sont r^gulierement disposes selon un reseau 
bidimensionnel . 

30 

4* Micro-systeme selon la revendication 1 
ou 2 caracterise en ce que, le micro-systeme (1) devant 
recevoir des billes (32a, 32b) de diametres differents, 
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les Elements bloquants (35) sont repartis de facon a 
obtenir une localisation des billes (32a, 32b) en 
fonction de leurs diametres. 

5 5. Micro-sy steme selon la revendication 4 

caracterise en ce que les elements bloquants (35) sont 
repartis pour constituer des puits destines a recevoir 
des billes (32a) d'un premier diam£tre determine et des 
espaces entre les puits destines a recevoir des billes 
10 (32b) d'un second diametre determine . 

6 . Micro-syst£me selon la revendication 3 
caracterise en ce que le reseau bidimensionnel est une 
maille hexagonale. 

15 

7. Micro-syst^me selon la revendication 3 
caracterise en ce que le reseau bidimensionnel est une 
maille carree. 

20 8. Micro- systdme selon 1'une quelconque des 

revendications precedentes caracterise en ce que les 
Elements bloquants (5,15,25,35) ont une section 
transversale de forme choisie parmi les disques, 
ellipses, et polygones. 

25 

9. Micro- systdme selon la revendication 8 
caracterise en ce que les elements bloquants (5,15,25, 
35) ont une section transversale de la forme d'un 
hexagone . 

30 

10. Micro-systeme selon l'une quelconque 
des revendications precedentes caracterise en ce que 
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les elements, bloquants (5,15,25,35) ont une hauteur 
permettant 1 ' empilement d'au moins deux billes. 

11. Micro-reacteur comprenant un micro- 
5 systeme selon l'une quelconque des revendi cat ions 1, 2, 
3, 6 a 10 et des billes (2,12,22), d'un meme diametre 
et de meme fonction, enchassees entre les elements 
bloquants (5,15,25) . 

10 12. Micro-reacteur comprenant un micro- 

systdme selon l'une quelconque des revendications 1, 2, 

3, 6 a 10 et des billes (2,12,22), de m§me diametre 
mais fonctionnalisees dif f eremment , enchassees entre 
les elements bloquants (5,15,25)* 

15 

13. Micro-reacteur comprenant un micro- 
systeme selon l'une quelconque des revendications 1, 2, 

4, 5, 8 a 10 et des billes (32a, 32b), de meme fonction 
mais de diametres diff6rents, enchassees entre les 

20 elements bloquants (5,15,25,35). 

14. Micro-reacteur comprenant un micro- 
systeme selon l'une quelconque des revendications 1, 2, 
4, 5, 8 a 10 et des billes (32a, 32b), de diametres et 

25 de fonctions differents, enchassees entre les Elements 
bloquants (5,15,25,35) , 

15. Procede de fabrication d'un micro- 
systeme selon l'une quelconque des revendications 1 a 

3 0 10, ledit procede comportant les etapes suivantes : 

- formation, par micro-usinage d'un 
substrat (41) , du reservoir presentant la cavite munie 
des elements bloquants (45) , 
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- fourniture d'un capot (7) destine a 
fermer hermetiquement la cavite (4) du reservoir (3), 

- formation des moyens d' entree (8) et des 
moyens de sortie (9) de fluide par micro-usinage du 

5 reservoir (3) et/ou du capot (7) . 

16. Procede selon la revendication 15 , dans 
lequel le micro-usinage est realist par procede de 
gravure sdche ou humide d'un materiau. 

10 

17. Proced£ selon la revendication 15, dans 
lequel le micro-usinage est realise par procede de 
moulage d'une empreinte . 

15 18. Proced6 selon la revendication 15, dans 

lequel le micro-usinage est realise par procede de 
photolithographie . 

19. Procede d'obtention du micro-reacteur 
20 selon la revendication 11, ledit proced£ comportant une 

£tape de remplissage par sedimentation de billes 
fonctionnalis^es en suspension dans un liquide. 

20. Procede d'obtention d'un micro-riacteur 
25 multi-f onctionnel par remplissage du micro-systeme, 

selon la revendication 3, avec des billes 
f onctionnalisees d'un m£me diametre mais de fonctions 
differentes, caracterise en ce que ledit proc6d§ 
comprend : 

30 - pour les billes f onctionnalisees selon 

une premiere foriction, les etapes suivantes : 

a) placement d'un cache sur le reservoir 
(3) du micro-systeme laissant accessible la partie dans 
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laquelle on veut placer les billes d'une premiere 
f one t ion, 

b) remplissage par sedimentation, 

c) retrait du cache (7) , 

5 - pour les billes f onctionnalisees selon 

une autre fonction, la repetition, autant de fois qu' il 
y a de fonctions restantes, des etapes a) & c) avec des 
billes de ladite autre fonction, 

- fermeture du reservoir (3) par le capot 

10 (7) . 

21. Procede d'obtention d'un micro-reacteur 
multi-fonctionnel par remplissage du micro-systeme 
selon l'une des revendications 4 ou 5 avec des billes 

15 dont la fonction est reliee au diametre desdites 
billes, caract6ris<£ en ce que ledit procede comprend au 
moins deux etapes de remplissage, l'ordre des etapes de 
remplissage correspondant a 1'ordre decroissant du 
diametre des billes . 

20 

22. Procede pour realiser une reaction 
biochimique ou biologique dans lequel on fait circuler 
un courant de fluide dans un micro-reacteur selon 1'une 
quelconque des revendications 11 a 13, afin qu'au moins 

2 5 un const ituant dudit courant de fluide r^agisse avec 
les billes (2 , 12 , 22 , 32a, 32b) pref onctionnalisees 
susceptibles de produire une reaction chimique, 
electrochimique, biologique ou biochimique, et on 
recueille a la (les) sortie (s) (9) du micro-r6acteur un 

30 courant de fluide comprenant le(les) produit(s) de 
ladite reaction. 
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23, Precede selon la revendication 22, dans 
lequel ladite reaction est une reaction de type enzyme 
substrat, lesdites billes (2 , 12 , 22 , 32a, 32b) 
prefonctionnalisees susceptibles de produire une 

5 reaction biologique ou biochimique sont des enzymes, 
ledit constituant du courant de fluide est un substrat 
de 1' enzyme, et les produits de la reaction sont les 
produits issus de la reaction dudit enzyme avec ledit 
substrat . 

10 

24. Precede selon la revendication 22, dans 
lequel ladite reaction est une reaction de digestion 
enzymatique par une protease, lesdites billes 
(2, 12, 22,32a, 32b) prefonctionnalisees susceptibles de 

15 produire une reaction biologique ou biochimique sont 
des proteases et lesdits constituants du courant de 
fluide sont des peptides ou des proteines et les 
produits de la reaction sont des segments peptidiques . 

20 25. Procede selon la revendication 24, dans 

lequel 1 1 enzyme est la trypsine. 
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